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(Evolution of the auxin-oxidase and peroxidase activity during the spinach's photo-
periodic induction and sexualisation)
Protein extracts, prepared from spinach leaves, are analysed after a gel chromato-
graphy on Sephadex G-100 and SE-Sephadex C-50. The photoperiodic induction
seems related with a fall of the auxin-oxidase and peroxidase activities we observe
a change in the isozyme number and pattern.
The female plants have more isozymes, but the enzymatic activity is higher in the
male plants.
The destruction of the indole-3-acetic acid, in spinach, is not strictly related to
the peroxidases.
L'etude des enzymes degradant l'auxine a montre qu'il s'agissait selon toute
vraisemblance de peroxydases, du moins chez les plantes superieures (1, 2).
L'activite auxines-oxydasique des peroxydases de raifort purifiees confirme ce fait
(3, 4).
Les peroxydases existent dans une meme plante sous diverses formes mole-
culaires. Ces isozymes peuvent etre s6parees par electrophorese (5, 6) ou sur
echangeur d'ions (7). Les bandes obtenues manifestent le plus souvent une activity
auxines-oxydasique. Leur distribution varie d'un organe a l'autre. Elles different
egalement en raison de 1'a.ge de l'organe consider^ et des conditions exterieures (6, 8).
D'autre part, certaines de ces bandes peuvent etre induites dans une culture de tissu
par l'acide indolylacetique (9). Ces elements ont conduit certains auteurs (5, 10)
a penser que la specificity et les variations ontogenetiques de ces isozymes etaient
en relation avec la differenciation des tissues.
Chez l'epinard, Konishi (11) a etudi6 revolution de l'activit£ auxines-oxy-
dasique globale des feuilles et des tiges. II met en evidence, chez les plantes, en
rosette, une activite importante qu'il ne retrouve que partiellement dans les plantes
en montaison. Endo (12) arrive a separer, par dlectrophorese, neuf bandes peroxy-
dasiques dans la racine de l'epinard. Ces bandes ne manifestent cependant aucune
activity auxines-oxydasique.
Nous avons cherche, dans ce travail, a mettre au point une methode de separa-
tion permettant la mise en evidence de plusieurs fractions auxines-oxydasiques
151
152 Cl. Penel et H. Greppin
distinctes. Pour cela, nous avons combine^ la separation selon la charge de la pro-
teine (dchangeur d'ions) avec la separation selon le poids moleculaire. Nous avons
ensuite examine la distribution des fractions selon l'etat physiologique de la plante.
Materiel et methodes
Des epinards (Spinacia oleracea, var. Nobel) sont cultivds sous une lumiere blanche
de 4 000 lux (tubes Sylvania) et a une temperature de 25°C. La photoperiode est
respectivement de 8 heures et 24 heures (40 plantes par sdrie). Une seVie de plantes,
plac6e en journeys de 8 heures, regoit en fin de traitement 48 heures de lumiere
continue (induction photoperiodique). Ce temps est suffisant pour faire passer le
meristeme apical de l'etat vegetatif a l'etat floral (13).
La difficulte d'extraire et de purifier les enzymes des plantes vertes reside dans
] 'abondance des substances phdnoliques (flavonoi'des, tanins) pr6sentes dans les
tissus. Ces polyphenols forment avec les proteines des complexes insolubles.
D'autre part certains d'entre eux sont des inhibiteurs de l'activitd auxines-oxy-
dasique. Le polyvinylpyrrolidone insoluble (PVP) Polyclar AT permet d'eliminer
une grande partie des substances phenoliques grace a la faculty de se Her fortement
a elles. Une partie des polyphenols restants est enlevee par filtration sur gel Sephadex
G-25.
L'extrait est pr£par£ avec les feuilles 3 a 8 de l'6pinard. Au moment du prdleve-
ment, les plantes en rosette (jours courts) ont 18 a 20 feuilles. Les plantes sexu^es
(jours continus) ont 25 feuilles et 20 cm de hauteur.
Les feuilles (poids frais de 8 g) sont immediatement congelees avec de la glace
carbonique et broydes dans un mortier congele. La poudre obtenue est agitee
pendant une heure dans 80 ml de tampon phosphate 0,06 M, pH 7, contenant 12 g
de PVP. Apres filtration et centrifugation a 6 000 X g le surnageant est concentre^
soit par precipitation avec du sulfate d'ammonium (solution satur^e) soit par ultra-
filtration sous pression. L'extrait est ensuite passe sur une colonne de gel Sephadex
G-25. Seules les prot&nes sont conservees. La solution recueillie est concentred
de la meme facon que precedemment. Le precipite qui peut apparaitre au cours
des manipulations est 61imin6 par centrifugation.
Les 4 a 5 ml des solutions proteiniques (prdalablement amends a pH 5,4) sont
introduits dans une colonne de 1,5 cm de diametre, contenant 60 cm de gel Sephadex
G-100 sur lequel a 6t6 place 15 cm d'echangeur de cations SE-Sephadex C-50
prdpare comme l'indiquent Sequeira et Mineo (7). Les deux gels sont separ& par
une membrane Sartorius dont les pores ont 6 nm. L'dchangeur d'ions est equilibre
dans un tampon phosphate 0,06 M, pH 5,4; le gel G-100 dans un tampon phosphate
0,06 M, pH 7. L'elution est faite avec le tampon phosphate pH 5,4. La transmission
de l'eluat est enregistr^e k 280 nm. On recueille des fractions de 30 gouttes. Apres
12 fractions, on ajoute du NaCl 0,2 M dans l'eluant.
Tests enzymatiques
Auxines-oxydases: 1 ml d'extrait (aliquote d'une fraction de 30 gouttes), 1 ml
de KHjPO* 0,02 M, 1 ml de dichlorophenol 0,004%, 1 ml de MnCla 0,01%, 1 ml
d'acide indolylacdtique (solution de 100 r/ml). Apres incubation de 2 heures, 1 ml
de ce melange est ajoute a 4 ml de rdactif de Salkowsky, prepare d'apres Pilet (15).
Auxines-oxydases et peroxydases chez l'6pinard 153
La coloration est mesur£e au bout de 15 minutes, a 535 nm sur un colorimetre.
Peroxydases: 3 ml de tampon phosphate 0,06 M, pH 6,1, 1 ml de solution de gaiacol
0,5%, 0,1 ml d'extrait et 1 ml d'eau oxygenee 0,25% sont incubes pendant 30
minutes. La density optique est lue a 470 nm.
Resultats
Les activity enzymatiques obtenues se divisent en deux zones; la premiere est
constituee par les proteines qui ne sont pas retenues par l'echangeur de cations; la
seconde (decrochee en ajoutant du NaCl 0,2 M a l'eluant) est formee des proteines
qui sont retenues par l'£changeur de cations. Au sein de ces deux zones, le gel
Sephadex G-100 opere une deuxieme separation basde sur la taille des molecules.
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Fig. 1. Extrait prot Unique d'epinards cultives en jours courts, separi sur un
gel Sephadex G-100 et SE-Sephadex C-50. Mesure de l'activite auxines-
oxydasique et peroxydasique.
AIA
detruitsjjg/ml
prot&nes
T a 280nm
10
EPINARDS EN ROSETTE
55 jours de 8 heures
48 heures de tumiere continue
octivite
peroxydosique
DO 0 470 nm
70
Fig. 2. Mesure de l'activite auxincs-oxydasique et peroxydasique apr'es 48h.
de passage en jours continus.
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Fig. 3. Extrait proteinique d'epinards miles cultives en lumiere continue,
sipare sur un gel Sephadex C-100 et SE-Sephadex G-50. Mesure de l'ac-
tivit6 auxines-oxydasique et peroxydasique.
Les pics et les epaulements ainsi obtenus peuvent etre retrouvds d'une plante a l'autre,
pour peu que les conditions de travail soient bien standardises.
Les 6pinards cultivds en jours courts montrent une forte activite auxines-oxy-
dasique et peroxydasique (9 a 10 fractions auxines-oxydasiques et au moins 7 iso-
peroxydases peuvent etre mises en Evidence). L'activitd est surtout localise'es au
niveau des enzymes cationiques dont la premiere bande peroxydasique a une activite
particulierement elevee.
Si l'on expose, ces memes epinards, a 48 heures de lumiere blanche continue,
c'est-a-dire a des- conditions de photoinduction, les activites auxines-oxydasiques et
peroxydasiques baissent de moitie. La repartition entre les deux zones tend a
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Fig. 4. Mesure. apres separation sur un gel Sephadex G-l00 et SE-Sephadex
C-50, de I'activite auxines-oxydasique et peroxydasique d'un extrait proteinique
d'epinards jemelles cultives en lumiere continue.
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s'6quilibrer. On constate, de plus, une augmentation des fractions auxines-oxy-
dasiques et peroxydasiques. La premiere isoperoxydase cationique perd la moitie
de son activite. Seule la derniere fraction auxines-oxydasique conserve une forte
activity.
Les 6pinards cultiv6s en jours continus fleurissent au bout de 4 a 5 semaines.
II y a des plantes males et des plantes femelles. La comparaison des activity enzy-
matiques entre les sexes fait apparaitre un certain nombre de differences. Les activites
globales sont du meme ordre de grandeur que celles d'un epinard de jours courts
ayant subi 48 heures d'induction. Elles sont plus fortes pour le male que pour la
femelle. II y a moins d'isozymes chez le male. Les auxines-oxydases se trouvent
£galement r£parties dans les deux zones, tandis que 1'activite peroxydasique est
plus forte dans la deuxieme partie.
Chez la femelle, le nombre des fractions est plus eleve (11 auxines-oxydases et
10 peroxydases). Les auxines-oxydases anioniques ont une assez faible activite,
se rapprochant du profil obtenu avec des plantes de jours courts.
Discussions
Si l'on admet que l'activite auxines-oxydasique est elevee dans un tissu, lorsque
le taux en auxines y est faible et vice-versa, il est logique que les plantes en rosette
manifestent une forte activite et que, la mise en jours continus provoquant la montai-
son fasse baisser cette activity. Notons que ce resultat est en contradiction avec le
travail de Watanabe et Stutz (15) qui, chez le lupin, ne trouvent pas de differences
d'activite1 dans les feuilles de plantes cultiv^es en jours courts et, en jours longs.
L'activite plus faible des femelles par rapport aux males, correspond a un taux en
auxines plus elev6 chez les premieres; ceci se traduit d'ailleurs par une croissance
beaucoup plus importante des rameaux lateraux ainsi que par des feuilles et des
petioles plus allonges.
L'evolution des fractions est dgalement significative; II y en a plus chez les
femelles que chez les males: ce qui correspond a une differenciation plus poussee.
L'augmentation de leur nombre, apres 48 heures de passage en jours continus,
indique une rapide mise en place d'un nouveau type de metabolisme lie au phe-
nomene d'induction. Les changements spectaculaires dans l'activite de certaines
fractions permettent de supposer qu'elles sont liees au phenomene de l'induction
photoperiodique.
Enfin, nos methodes de separation ne permettent pas de dissocier les activites
auxines-oxydasiques et peroxydasiques. Des essais complementaires nous ont
montr6 que les polyphenols-oxydases ne sont que tres partiellement superposdes aux
auxines-oxydases. On peut done en conclure que le catabolisme auxinique chez
l'dpinard est assure par les peroxydases.
Nous remercions vivement le professeur P. E. Pilet pour ses nombreux conseils. Ce travail est
r£alis6 grace a l'appui du Fonds national suisse de la recherche scientifique (3. 177. 69).
156 Cl. Penel et H. Greppin
Bibliographie
( 1) Pilet, P-E, et P. Lavanchy: Purification d'extraits peroxydasiques (Racine de Lens) a activite
"auxines oxydasique". Physiol. Vig. 7: 19-29 (1969).
(2) Gaspar, Th., M. Hofinger et J. Lacoppe: Tamisage sur Sephadex G-100 des peroxydases,
catalases, ph£nol-oxydases et acide indolylacetique-oxydases d'extraits radiculaires de Lens et
de Pisum. Biochim. Biophys. Acta 191: 463-465 (1969).
( 3) Bastin, M.: The active enzymatic center of indoleacetic acid peroxidation. Bull. Soc. Roy.
Sc. Liege 34: 678-683 (1964).
( 4) Kenten, R. H.: The oxidation of indolyl-3-acetic acid by waxpod bean root sap and
peroxidase systems. Biochem. J. 59: 110-121 (1955).
( 5 ) Yoneda, Y. et T. Endo: Peroxidase isoenzymes and their indoleacetate oxidase activity in the
Japanese morning glory, Pharbitis nil. Plant & Cell Physiol. 11: 503-506 (1970).
( 6) Siegel, B. Z. et A. W. Galston: The isoperoxidases of Pisum sativum. Plant Physiol. 42: 221-226
(1967).
( 7) Sequeira, L. et L. Mineo: Partial purification and kinetics of indoleacetic acid oxidase from
Tobacco roots, ibid. 41: 1200-1208 (1966).
( 8) Roberts, D. W. A.: A comparison of the peroxidase isoenzymes of wheat plants grown at 6°C
and 20°C. Can. J. Bot. 47: 263-265 (1969).
( 9) Galston, A. W. et P. J. Davies: Hormonal regulation in higher plants. Science 163: 1288-1297
(1969).
(10) Shannon, L. M.: Plant isoenzymes. Ann. Rev. Plant Physiol. 19: 187-210 (1968).
(11) Konishi, M.: Studies on development of flowering stalks in long day plants in relation to auxin
metabolism. Mem. Coll. Agr. Kyoto Univ. 75: 1-70 (1956).
(12) Endo, T.: Indoleacetate oxidase activity of horseradish and other plant peroxidase isoenzymes.
Plant & Cell Physiol. 9: 333-341 (1968).
(13) Auderset, G. et H. Greppin: Evolution du m£risteme apical de l'£pinard lors de l'induction
florale. Col. Soc. Fr. Phys. Vig. Lausanne (1971), pub. en preparation.
(14) Pilet, P-E, et G. Collet: Methode d'analyse du catabolisme auxinique. Imp. Ch. Zwahlen,
Lausanne (1962).
(15) Watanabe, R. et R. E. Stutz: Effect of gibberellic acid and photoperiod on indoleacetic acid
oxidase in Lupinus albus. Plant Physiol. 35: 359-361 (1960).
